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BSA: bovine serum albumin（ウシ血清アルブミン） 
CID: collision-induced dissociation（衝突誘起解離） 
2D-PAGE: two-dimensional gel electrophoresis（二次元ゲル電気泳動法） 
DTT: dithiothreitol 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid tetrasodium salt（エチレンジアミン四酢酸四ナトリウム） 
ESI: electrospray ionization（エレクトロスプレーイオン化） 
HSA: human serum albumin（ヒト血清アルブミン） 
IAA: iodoacetamide 
ICAT: isotope-coded affinity tag 
IgG: immunoglobulin G 
IS: internal standard（内標準物質） 
iTRAQ: isobaric tags for relative and absolute quantitation 
LC: liquid chromatography（液体クロマトグラフィー） 
LIT: linear ion trap 
MALDI: matrix-assisted laser desorption/ionization（マトリックス支援レーザー脱離イオン化） 
MEA: monoethanolamine（モノエタノールアミン） 
MS: mass spectrometry（質量分析法） 
MS/MS: tandem mass spectrometry（タンデム質量分析法） 
MW: molecular weight（分子量） 
m/z: mass-to-charge ratio（質量電荷比） 
nanoESI: nanoelectrospray ionization（ナノエレクトロスプレーイオン化） 
nanoLC: nanoscale liquid chromatography（ナノスケール液体クロマトグラフィー） 
ODS: octadecylsilyl
  
pI : isoelectric point（等電点） 
SILAC: stable isotope labeling by amino acids in cell culture 
TFA: trifluoroacetic acid（トリフルオロ酢酸） 
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い 21 種のタンパク質が全体の 99%を占める 1, 2, 8)。逆に言えば、残りの 1%の中に極めて膨
大な種類の微量タンパク質が混在していることになり、それらと HSA や IgG の発現量の差




















能となる 19)。  
NanoLC/ESI-MS/MS を用いるプロテオーム解析では、LC で分離したペプチドを順次質量
分析計に導入してデータ依存的スキャン 20)を行い、1 回の分析で極めて多数の MS 及び
MS/MS スペクトルを取得する。例えば、Fig. 1 に示すように、MS（MS①）で 7 種のペプチ 
ドイオン（P1〜P7）が検出された場合、まずピーク強度の強い P3＞P2＞P5 の順にプリカー
サーイオンとして選択され、MS/MS 解析される。次いで、再度 MS（MS②）を行うと、一 
度プリカーサーイオンとして選択された P3、P2、P5 以外のピークのうち、ピーク強度の強 















NanoLC/ESI-MS/MS をベースとしたプロテオームの変動解析には、大きく分けて 2 つの方

















負イオンモードでイオン化後、CID により生じる m/z 79 のプリカーサーイオンスキャンを
行うことにより、リン酸化ペプチドを特定する方法 46, 47)が知られているが、ペプチド測定
で一般的な正イオンモードに比べてイオン化効率が低く、検出感度に务る。そのため、正






















第 1 章 NanoLC/ESI-MS/MS による血清プロテオームの高感度分析 
 
第 1 節 序 
 








とでイオンとなる。1993 年、Henion ら 50)は、ESI 法によるイオン生成量は濃度依存的に増
加することを見出し、高感度分析には特に軸に対して垂直方向の試料の濃縮が重要である
ことを明らかにした。1996 年、Mann ら 18)は、先端径が数m 程度のキャピラリーニードル
を使用して電解質溶液の流量が毎分数十 nL 程度の nanoESI 法を開発し、これによりキャピ
ラリー先端における電荷分離と帯電液滴の微細化が促進し、イオン化効率が飛躍的に向上
することを報告した。 

































まず、フューズドシリカキャピラリー（50 m i.d., 375 m o.d.）のポリイミド保護被膜の
一部を炭化して除去した後、キャピラリー両端を左右に引きながらレーザーを照射して切
断し、スプレーニードルを作製した。充填剤には、TSKgel SuperODS（2 m, 110Å）を用い、
そのメタノール懸濁液に対して窒素ガスを用いて 7 MPa のガス圧を印加して充填剤をスプ
レーニードル内に充填した（Fig. 2）。本法では充填剤をニードル先端まで詰める必要がある
ため、ニードル先端の形状は充填効率に大きく影響するものと考えられる。そこで、Fig. 3
に示す形状の大きく異なる 3 種のニードル（A～C タイプ）を作製して比較した。その結果、




Fig. 2  Manufacture method of spray needle column. 
 
 
Fig. 3  Different types of spray needle columns. 
Instrument : Micro pipette puller system Model 3000. Parameter of puller : (A) HEAT 370, FIL 0, VEL 15, DEL 128, PULL 




ドル先端部に内径 3〜4 m 程度の細い部分が 0.3 mm 以上もあるため、この部分で複数のス
トーンブリッジ構造が形成されることがあり、充填の再現性が十分とは言えなかった。そ











を使用し、0.1%ギ酸 0.2 L に溶解したペプチド断片混合物（BSA 10 fmol 相当）を注入した。
流速を 100 nL/min に設定し、100%移動相（A）で 15 分間送液してペプチドを分析カラム入
口付近で濃縮した後、45 分間かけて移動相（B）濃度を 75%まで増大するリニアグラジエ
ント溶出を行った。Fig. 4 には任意に選択した 8 種のペプチドのマスクロマトグラムを、ま




秒程度（MS スキャン：1 秒/回 × 1 回、MS/MS スキャン：2 秒/回 × 3 回）となる。
LKPDPNTLCDEFK を除く 7 種のペプチドのピーク幅は平均 24.4 秒であり、各ペプチドにお




に最大 10 種のペプチドまで解析可能であることが判明した。 
 
 
Fig. 4  Mass chromatograms of 8 peptides derived from 10 fmol BSA tryptic digests. 
The single- and double-asterisk indicate the site oxidated and carbamidomethylated, respectively.  
 
Table 1  Symmetry factors and peak widths of 8 peptide peaks in Fig. 4. 
 
The single- and double-asterisk indicate the site oxidated and carbamidomethylated, respectively. 
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第 3 節 移動相組成及びスプレーニードル位置の検討 
 


































モデル試料として 0.1%ギ酸 0.2 L に溶解した BSA（10 fmol）のトリプシン消化物を使用
し、前節（第1章第2節）で作製したスプレーニードル一体型カラム（TSKgel ODS, 2 m, 110Å, 
50 m i.d. × 50 mm, tip i.d. 3 m）を装着した nanoLC/ESI-MS で分析した。移動相として（A）
ギ酸／水／メタノールあるいはアセトニトリル（0.1:98:2, v/v/v）及び（B）（0.1:2:98, v/v/v）
を用い、流速を 100 nL/min に設定した。移動相（A）のみを 15 分間送液して溶質をカラム
入口付近で濃縮した後、メタノールの場合は 45 分間で（B）濃度を 0%から 75%まで、アセ
トニトリルの場合は 45 分間で（B）濃度を 0%から 35%まで増大させるリニアグラジエント
溶出によりペプチドを分析した。カラムとイオン導入孔が同軸上になるようにスプレーニ
ードルを設置し、等電点（pI）及び分子量（MW）の異なる 12 種のペプチド（Table 2）を
用いてニードル位置とピーク強度の関係を調べた。移動相に水／メタノール混液を用い、
イオン導入孔からニードル先端までの距離を 2.5 mm とした場合の 12 種のピーク強度をそ
れぞれ 1 とした時の、各ピークの相対強度を積算した結果を Fig. 5 に示した。ニードル位置
の変化に伴って、相対ピーク強度の積算値が大きく影響され、メタノールの場合に約 3 倍、
アセトニトリルの場合に約 2 倍の範囲で変化することが判った。そればかりか、メタノー
ルの場合にはニードル位置が 2.5 mm と 4.0 mm において積算値が極大となり、2.5 mm の方
が 4.0 mm よりも 10%程度高いことが判明した。アセトニトリルにおいても同様に 3.0 mm 
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Table 2  Symmetry factors of 12 peptides derived from BSA tryptic digests in Fig. 6. 
 
The single- and double-asterisk indicate the site oxidated and carbamidomethylated, respectively. 
 
 
Fig. 5  Relative intensities of 12 peptides derived from BSA tryptic digests in the 
case of different organic solvents and spray needle positions. 
 
* Distance from the tip of spray needle to the entrance of ions. 
 















から、移動相として水／メタノール混液を用い、ニードルの位置を 2.5 mm とすることが最
適と考えられる。そこで、（A）水／メタノール（98:2, v/v）及び（B）（2:98, v/v）それぞれ
に対して、酢酸あるいはギ酸を終濃度で 0.01～1%となるように添加したものを移動相とし
て使用し、BSA のトリプシン消化物を nanoLC/ESI-MS にて分析した。Fig. 6 には、0.05%酢 
 
 
Fig. 6  Relative intensities of 12 peptides derived from BSA tryptic digests in the 










るいはギ酸のどちらにおいても、比較的高い pI を有する FKDLGEEHFK（pI 5.4）、























なる機会を増やして効率的に解析する必要がある。1 分析中で実行可能な MS/MS の回数は、
Fig. 7（A）のように移動相のグラジエント勾配を低下させてクロマトグラム上のペプチド







Fig. 7  Effects of gradient slope (A) and scan time (B) on the number of MS and 













まず、抗 HSA 抗体及び抗 IgG 抗体を固定化したビーズを用いて HSA 及び IgG を除去し
たヒト血清中のタンパク質を、トリプシンにより断片化した試料を調製した。移動相には、
前節で最適化した（A）酢酸／水／メタノール（0.05：98：2, v/v/v）及び（B）（0.05：2：98, 
v/v/v）を用い、上記の血清試料の 0.1%ギ酸溶液 1 L（タンパク量として 50 ng、MW 50,000
と仮定して 1 pmol 相当）をシステムに注入し、（A）液を流速 10 L/min で 10 分間送液して
Monolith Trap C18-50-150（50 m i.d. × 150 mm）上で脱塩・濃縮した。続いて、バルブを切
り換えて溶質を分析カラムに通導し、流速 100 nL/min にて（B）濃度を 45、60、90、ある
いは 120 分間で 0%から 75% まで増大させるリニアグラジエント溶出により
nanoLC/ESI-MS/MS に付した。各条件におけるトータルイオンクロマトグラム（TIC）を Fig. 
8 に示したが、勾配の低下に伴って観測されるピーク数は増大し、予想通り LC 分離は向上
することが明らかとなった。次いで、各条件下で取得したデータをそのまま MASCOT®検索
に付し、プリカーサーイオンの選択数及びタンパク質の同定数を求めた。結果を Fig. 9 に示
したが、グラジエント勾配の低下に伴って、プリカーサーイオンの選択数は増加して MS/MS
の機会が増大したものの、同定タンパク質数はグラジエント勾配がメタノール濃度で
0.8%/min（（B）0→75%、90 分間）の場合に 0.6%/min（（B）0→75%、120 分間）とほぼ同





Fig. 8  TIC of tryptic digests derived from human serum proteome in the case of 





Fig. 9  The number of selected precursor ions and identified proteins in the case of 






率的に解析するには、グラジエント勾配を 0.8%/min に設定することが最適と考えられた。 
続いて、同じ試料を用いてイオン蓄積時間の影響を検討した。移動相（B）濃度を 90 分
間で 0%から 75%まで増大させるリニアグラジエント溶出条件に設定し、イオン蓄積時間を




場合と同様とし、アイソレーション時間を 0.6、1.3、2.5、5.0 あるいは 10 msec に設定した
時のプリカーサーイオン選択数及びタンパク質同定数を Fig. 11 に示した。その結果、アイ
ソレーション時間の短縮はプリカーサーイオンの選択数にほとんど影響しなかったものの、




Fig. 10  The number of selected precursor ions and identified proteins in the case of 
different accumulation time. 
 
* (Scan time) = {(accumutlation time) + (isolation time) + (CID time)} × (accumulative frequency) 
 
 
Fig. 11  The number of selected precursor ions and identified proteins in the case of 
different isolation time. 
 












同じ高周波電圧条件では CID 時間が短いほど同定数は低下した。一方、CID 時間が 2.5 msec
の同定数を比較すると、高周波電圧が（0.665 × (m/z) + 137）mV の時に最大となったものの、
CID 時間を 5.0 msec あるいは 10 msec に設定した場合と比較して約半分であった。CID 時間











Fig. 12  The number of selected precursor ions and identified proteins in the case of 
different CID time and high frequency voltage for CID. 
 













Fig. 13  The number of selected precursor ions and identified proteins in the case of 
different accumulative frequency. 
 
* (Scan time) = {(accumutlation time) + (isolation time) + (CID time)} × (accumulative frequency) 
 24 
 
第 5 節 結語 
 
第 1 章では、nanoLC/ESI-MS/MS を用いて血清プロテオームを高感度に分析するため、






（NanoFrontier LD）の場合には、スプレーニードル先端をイオン導入孔から 2.5 mm の位置
に設置する時、ペプチド混合物を最も高感度に検出できることが判明した。 
次に、MS/MS の効率化を目的として、移動相のグラジエント勾配及び質量分析のスキャ





いた分析装置（NanoFrontier LD）では、スキャン時間を MS で 1.02 sec（= イオン蓄積時間: 
20 msec × 積算回数: 51 回）、MS/MS で 1.53 sec（=｛イオン蓄積時間: 20 msec + アイソレー








第 2 章 18O 一置換標識法によるプロテオーム変動解析 
 
第 1 節 序 
 
プロテオーム変動解析で用いる代表的な安定同位元素標識法として、isotope-coded affinity 
tag（ICATTM）法 35)、stable isotope labeling by amino acids in cell culture（SILACTM）法 36, 37)、
isobaric tags for relative and absolute quantitation（iTRAQ®）法 38)、及び酵素反応を利用する 18O




36)によって開発された SILACTM法は、13C あるいは 15N 標識アミノ酸を添加した培地を利用
して、タンパク質合成の段階で全てのタンパク質を標識する。本法は対象となるほぼ全て
のタンパク質を標識できるものの、原理的に in vivo 実験への適応は不可能となる。2004 年
に Pappin ら 38）が開発した iTRAQ®法の場合、13C 及び 15N で標識した活性エステル化した
試薬をアミノ基を介して導入するため、全てのペプチドの標識が可能であり、標識の組み
合わせによって、同時に 4 種の異なる試料の変動解析が可能となる。しかしながら、MS/MS
で標識試薬の一部が解離して生じる m/z 114～117 のピーク強度比を変動解析に利用するた
め、低質量領域のイオンの検出に不利な四重極イオントラップ型質量分析計による解析は
困難となる。一方、18O 標識法 39-44)は反応制御に難があるものの、18O 標識水中におけるタ
ンパク質の消化反応によりペプチド断片の C 末端カルボキシル基を標識でき、解析対象試








Fig. 14 Reaction mechanism of trypsin-catalyzed 18O-labeling of peptides. 
 
ンパク質がトリプシンと複合体を形成した後、アミド結合の加水分解に伴い、C 末端カルボ
キシル基の一方の酸素原子が 18O に置換される。生成した 18O 一置換体は再度トリプシンと
複合体を形成した後、同様に加水分解されて 18O 二置換体となる。トリプシンによる加水分








の存在量を推定する（Fig. 15（A））60, 61）。したがって、各ペプチド同士の LC 分離が不十分
な場合に正しい解析結果は得られない可能性があるものの、解析は極めて簡便に行うこと
が可能となる。そこで本研究では、18O 標識水中における酵素消化反応を利用した 18O 標識
法を変動解析に適用することを企てた。 





反応の制御により生成物を 18O 一置換体に収束することができれば、MS で主に観測される








測されるフラグメントイオンのうち、C 末端カルボキシル基を含む y イオンのみがツインピ
ークとなり、それらのピーク強度比を利用することで、従来法よりも精度の高い変動解析
が可能と考えられる 62, 63)。そればかりか、アミノ酸シークエンス解析も容易となり、同定
精度の向上も期待できる 64, 65)。 
そこで第 2 章では、モデルタンパク質として BSA を用い、18O 一置換標識ペプチドの選
択的な生成条件を精査することとした。続いて、本法の変動解析における有効性を検証す





第 2 節 18O 一置換標識の反応条件の検討 
 
先にも述べたように、アミド結合の加水分解に伴って生成した 18O 一置換標識ペプチドは、
トリプシンと再結合して 18O 二置換体へと変換される 39,59)。したがって、選択的な 18O 一置
換体の生成には、トリプシンとペプチドとの複合体の形成を抑制することが重要と考えら
れる。Fig. 14 に示すように、この複合体の安定化には 2 つの結合が関わっている 59)。１つ
は、酵素活性部位の 189 番目のアスパラギン酸（Asp 189）側鎖の β-カルボキシル基と、ペ
プチド C 末端のリジン側鎖の ε-アミノ基あるいはアルギニン側鎖のグアニジノ基とのイオ
ン結合であり、この相互作用はトリプシンの切断特異性にも深く関わっている。もう１つ




大きく影響を及ぼすことを報告している。そこでまず、反応液 pH の 18O 標識ペプチドの生
成に及ぼす影響を精査することとした。 
すなわち、還元アルキル化した BSA 1 nmol を、18O 標識水で調製した pH の異なるリン酸
緩衝液（pH 5～12）100 μL に溶解し、トリプシン 20 pmol を添加後、37℃で 24 時間インキ
ュベートした。ついで、70℃で 1 時間加温して反応を停止し、減圧乾燥した後、0.1%ギ酸
に再溶解した試料 10 fmol を nanoLC/ESI-MS にて分析した。Fig. 16 に、LC/MS で他成分か
ら完全に分離され、比較的強い強度で検出された 6 種のペプチドの非標識体、18O 一置換体
及び 18O 二置換体の生成率を示した。C 末端にリジン残基を有する LVNELTEFAK、
HLVDEPQNLIK 、 YIC*QDTISSK （ C* ： カ ル バ ミ ド メ チ ル 化 シ ス テ イ ン ） 及 び
RPC*FSALTPDETYVPK の場合、反応液 pH の増大に伴って 18O 一置換体の生成率が増大す
る傾向が認められ、とりわけ pH 11 以上においてその比率は顕著に増大することが明らかと




Fig. 16  Production ratio of 
18
O-labeled peptides in the case of different pH of the 
phosphate buffer without MEA. 
 
The single-asterisk indicates the site carbamidomethylated. 
 
は、広い pH 範囲において 18O 二置換体の生成が優先されることが判明した。pH 11 以上で
は、リジン側鎖の ε-アミノ基（pKa 10.7）は半数以上が非イオン型となるものの、アルギニ
ン側鎖のグアニジノ基（pKa 12.5）はイオン型が優先する。このことから、ペプチド C 末端
がリジンの場合、pH 11 以上では、負電荷を有するアスパラギン酸側鎖の β-カルボキシル基
（pKa 4.1）とのイオン結合の形成が弱まり、複合体形成をある程度抑制できたものと考えら
れる。一方、ペプチド C 末端がアルギニンの場合、今回検討した pH 範囲では、アスパラギ
ン酸側鎖との静電相互作用をそれほど減弱できず、18O 二置換体まで反応が進行したものと
考えられる。また、Fig. 17 には各 pH 条件下における TIC を示した。pH 5～11 においては、
ペプチドマッピングパターンに大きな差は認められなかったものの、pH 12 では全体のピー




Fig. 17  TIC of 
18
O-labeled BSA tryptic digests in the case of different pH of the 





された。これは、pH 12 においてはリジン側鎖の ε-アミノ基とアルギニン側鎖のグアニジノ
基はいずれも非イオン型が優先するため、Asp 189 とのイオン結合が著しく抑制されて、タ
ンパク質とトリプシンとの複合体形成が極めて困難になったことによるものと考えられた。
以上の結果から、アミノ酸配列の違いによって 18O 一置換体の生成率は 8.1%（YLYEIAR）
から 91.2%（HLVDEPQNLIK）まで差があり、反応液の pH 制御のみで、すべてのペプチド
断片を 18O 一置換体に収束させることは不可能であることが明らかとなった。 
これまでの pH の影響に関する検討結果から、pH のみでは反応制御は難しいうえ、18O 二
置換体の生成において His 57 よりも Asp 189 との複合体形成の方が支配的であることが示





及ぼす効果について検討することとした。すなわち、溶液の pH を先の検討で 18O 一置換体
が比較的高収率で生成した 9、10 あるいは 11 に設定し、18O 標識水を用いて調製した 0～500 
mM の MEA を含むリン酸緩衝液中で、還元アルキル化した BSA 1 nmol を酵素消化反応に
付した。得られた消化物の 10 fmol 相当の試料を nanoLC/ESI-MS にて分析し、18O 標識体の
生成率を求めた。 
Fig. 18 には、先の検討で pH に依存せずに 90%以上が 18O 二置換標識された YLYEIAR の
2 価イオンの MS スペクトルを示した。MEA 非存在下あるいは 5 mM 存在下では、pH 9～
11 のいずれの場合においても、18O 二置換体が 9 割以上を占めることが判った。一方、MEA
濃度を 50 mM にすると、pH 9 の場合の 18O 一置換体の生成率は大きく変動しない（6.8%）
ものの、pH 10 及び 11 においては、それぞれ 51.5 及び 87.3%まで増大した。さらに、MEA
濃度を 500 mM にすると、pH 9 の 18O 一置換体の生成率が 41.5%まで向上し、さらに pH 10




Fig. 18  Mass spectra of [M+2H]
2+
 of YLYEIAR derived from BSA tryptic digests in the 







O2 indicate the monoisotopic peak positions of unlabeled, 
18
O-single labeled and 
18
O-double labeled 





は、6 種のペプチドにつき、pH 11 の時の MEA 添加濃度を変化させた場合の 18O 標識体の
生成率をまとめた。MEA 添加濃度を 5 mM 以下にすると、C 末端にリジンを有する
LVNELTEFAK、HLVDEPQNLIK、YIC*QDTISSK 及び RPC*FSALTPDETYVPK の 18O 一置換
体の生成比はそれぞれ 26.1～70.9%、74.0～90.4%、67.7～82.5%及び 48.5～68.4%となり、定
量的なラベル化は困難と考えられた。しかも、C 末端にアルギニンを有する YLYEIAR 及び
RHPEYAVSVLLR の 18O 一置換体の生成率はさらに低く、それぞれ 5.7～11.9%及び 6.1～
18.6%となり、ほぼ 18O 二置換体が主生成物となることが判った。一方、MEA 添加濃度を
50 mM 以上にすると、いずれのペプチドにおいても 18O 一置換体の生成率は顕著に増大し 
 
 
Fig. 19  Production ratio of 
18
O-labeled peptides in the case of MEA concentration of 
phosphate buffer at pH 11. 
 
The single-asterisk indicates the site carbamidomethylated. 
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た。反応液として 50 mM MEA を含む pH 11 のリン酸緩衝液を使用した場合、上記 6 種ペプ
チドの 18O 一置換体の生成比は 70.0（RHPEYAVSVLLR）～97.3%（HLVDEPQNLIK）とな
り、本反応条件がペプチド断片の 18O 一置換標識に適することが示唆された。 
引き続き、18O 一置換標識反応条件の最適化を目的として、反応時間の最適化を試みた。
還元アルキル化した BSA 1 nmol を、18O 標識水で調製した 50 mM MEA を含む pH 11 のリン
酸緩衝液中でトリプシンによる消化反応に付し、18O 標識体の生成比を経時的に追跡した。
また、18O 非標識水中で同様に調製した非標識試料を内標準物質（IS）として使用し、各反
応時間における 18O 一置換体の存在量も併せて調査した。Fig. 20 には、任意に選択した 4
種のペプチドに関する結果を示したが、C 末端にリジンを有する LVNELTEFAK 及び
 
 
Fig. 20  Production ratio and intensity ratio to IS of 
18
O-labeled peptides in the case 
of different incubation time. 
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HLVDEPQNLIK の場合、18O 一置換体の生成比は反応開始から 72 時間後まで安定して 9 割
以上に維持されることが判明した。一方、比較的 18O 二置換体に変換されやすい C 末端が
アルギニンの YLYEIAR 及び RHPEYAVSVLLR の場合、9～12 時間後以降に 18O 二置換体の
生成比が徐々に増大し、72 時間後にはそれぞれ 31.4 及び 25.3%となることが明らかとなっ
た。しかしながら、上記の 4 種のペプチドの 18O 一置換体の生成量が最大値を示した反応開
始後 9 時間の時点では、18O 一置換体の生成率は 95.7（YLYEIAR）～108.1%（HLVDEPQNLIK）
を維持していた。 
以上の結果より、プロテオーム試料から 18O 一置換標識ペプチドを効率的に生成するには、
反応液として 50 mM MEA を含む pH 11 のリン酸緩衝液を使用し、トリプシンを用いて 37℃
で 9 時間インキュベートすることが最も適していることが明らかとなった。 
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いて 18O 標識水あるいは非標識水中でトリプシン消化反応に付し、18O 一置換標識試料及び
非標識試料を得た。両試料を任意の割合で混合した試料を nanoLC/ESI-MS/MS にて分析し、
MS スペクトル上に観測されたペプチドイオン及び MS/MS スペクトル上に観測された y イ
オンのピーク強度比を求め、試料混合比と比較した。 
Fig. 21 には、標識試料と非標識試料の等量混合物を分析した時の 2 種のペプチドイオン
の MS スペクトルを示した。LVNELTEFAK の 2 価イオンの場合、MS/MS スキャン（1728
番目のスキャン）前後の MS スキャン（1727 及び 1730 番目のスキャン）における非標識ピ
ークに対する 18O 一置換標識ピークの強度比（18O1/
18
O0）はそれぞれ 1.04 及び 1.08 となり、
いずれも理論値とよく一致した。一方、LGEYGFQNALIVR の 3 価イオンの場合、MS/MS
スキャン（1845 番目のスキャン）前後の MS スキャン（1844 及び 1846 番目のスキャン）の
間で同位体比が大きく異なり、18O1/
18




Fig. 22 には LVNELTEFAK の 2 価イオンのプロダクトイオンマススペクトルを、Fig. 23
には LGEYGFQNALIVR の 3 価イオンのプロダクトイオンマススペクトルを示した。
LVNELTEFAK の MS/MS スキャン（1728 番目のスキャン）で観測された 8 種の y イオンの




在比が理論値と大きく異なった LGEYGFQNALIVR の場合においても、MS/MS スキャン







Fig. 21  Mass spectra of 
18
O-single labeled and of [M + 2H]
2+
 of LVNELTEFAK (A) and 
[M + 3H]
3+







O2 indicate the monoisotopic peak positions of unlabeled, 
18
O-single labeled and 
18
O-double labeled 




O0 is the intensity ratio of 
18




Fig. 22  Product ion mass spectra of 
18
O-single labeled and unlabeled [M + 2H]
2+
 of 





O0 is the intensity ratio of 
18





Fig. 23  Product ion mass spectra of 
18
O-single labeled and unlabeled [M + 3H]
3+
 of 





O0 is the intensity ratio of 
18
O-single labeled to unlabeled peaks.  
 
Fig. 24 には、任意に選択した 5 種のペプチドについて、各試料混合比に対するペプチド
イオンあるいは y イオンのピーク強度比をプロットした結果を示した。LVNELTEFAK、








Table 3 には、Fig. 24 の各プロットに対する回帰式と相関係数を示した。実測値の算出に y
イオンのピーク強度比を用いた場合、相関係数が 0.971～0.998 となり、5 種のいずれのペプ
チドにおいても良好な直線性が得られ、直線の傾きはプリカーサーイオンを用いた場合よ
りも 1 に近い値を示すことが判明した。以上の結果から、本研究で開発した 18O 一置換標識















O0 is the intensity ratio of 
18
O-single labeled to unlabeled peaks. 
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Table 3  Regression equation and correlation coefficient (R
2









では生合成されない鶏由来のオブアルブミンを IS として用い、2 名の健常人由来の血清 10 
μL に 200 pmol ずつ添加した。さらに、擬似バイオマーカーとして用いた鶏由来のリゾチー
ムについては、一方の血清（血清 A）には 100 pmol を、もう一方の血清（血清 B）には 1 nmol
を添加した。各々の試料から HSA 及び IgG を除去した後、還元アルキル化した。血清 A 由
来の試料は 18O 非標識水中で、また血清 B 由来の試料は 18O 標識水中で酵素消化した後、両
試料を混合したペプチド断片混合物（3 pmol 相当）を nanoLC/ESI-MS/MS で分析し、オブ
アルブミン及びリゾチームの含有量比を解析した。また、上記 2 種の血清試料を現在汎用
されている iTRAQ®法（血清 A 及び血清 B をそれぞれ分子量 114 及び 117 のレポーターイ
オンを生じる試薬でラベル化）でも分析し、18O 一置換標識法によって得られる結果と比較
することとした。そのため、質量分析計には低質量領域のイオンの検出に有利な四重極-TOF
ハイブリッド型の QSTAR® XL を用いることとした。分析カラム、移動相の組成及びグラジ
エント勾配は第 1 章で最適化した条件を使用し、スプレーニードル位置と質量分析のスキ
ャン時間については同様に最適化した（データ未掲載）。 
Table 4 には、オブアルブミン及びリゾチームに由来するペプチドの MS/MS スペクトル上
で観測された分子量 117 に対する分子量 114 のレポーターイオンの強度比（mz117/mz114）




mz117/mz114 は平均 0.98 ± 0.35、リゾチームの mz117/mz114 は平均 9.25 ± 3.84 であり、IS で
あるオブアルブミンで補正した時のリゾチームの存在比は 9.44 となり、理論値（10）と一 
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O0 of y ions (B) derived from peptide 
fragments of ovalbumin and lysozyme added in human serum.   
 
 
The single- and double-asterisk indicate the site oxidated and carbamidomethylated, respectively. 
 
致した。しかしながら、18O 一置換標識法の場合、オブアルブミン及びリゾチームの y イオ
ンの 18O1/
18









mz117/mz114 は 4.00（NLC*NIPC*SALLSSDITASVNC*AKK、4 価イオン）から 14.50
















Fig. 25  Product ion mass spectra of [M + 4H]
4+
 of NLC*NIPC*SALLSSDITASVNC*A 
KK derived from hen egg lysozyme by labeling with two isobaric reagents. 
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第 4 節 結語 
 
第 2 章では、トリプシンによる酵素反応を利用する 18O 一置換標識法の反応条件を確立す
るとともに、本法の血清プロテオーム変動解析における有用性を検証した。18O 標識反応で
は、タンパク質中のアミド結合の加水分解に伴って 18O 一置換体が生成した後、生じたペプ




た。その結果、C 末端がリジンのペプチドでは、pH 10 以上で 18O 一置換体の生成率が増大
したものの、C 末端がアルギニンの場合、pH に依存せずに生じたペプチドの 90%以上が 18O
二置換体となった。そこで次に、トリプシン酵素活性部位におけるペプチドの競合的阻害
剤として MEA を用い、その効果を検討した。その結果、MEA 濃度の増大に伴って、18O 一
置換体の生成率が増大することが判明した。最終的に、反応液として 50 mM MEA を含むリ
ン酸緩衝液（pH 11）を使用し、9 時間インキュベートする時、18O 一置換体が最も効率的に
生成することが明らかとなった。 
続いて、18O 一置換標識法の有用性を評価するため、血清プロテオーム変動解析に応用し
た。まず、BSA の 18O 一置換標識／非標識試料の混合物を nanoLC/ESI-MS/MS にて分析し
たところ、プリカーサーイオン選択時の分離が不十分であっても、MS/MS スペクトル上で












第 3 章 ブロモ誘導体化法と擬似ニュートラルロス抽出法によるリン酸化修飾解析 
 
第 1 節 序 
 
セリン及びスレオニン残基上のリン酸基は強塩基性条件下で容易に-脱離することに加
えて 66, 67)、生じた α,β-不飽和ケトンに対して、チオールのような求核試薬が容易に Michael
付加することが知られている 68)。そのため、同反応によるリン酸化部位の誘導体化を利用
した分析法が種々報告されている。例えば、Song ら 69)は、エタンチオールを付加させた後










の異なる同位体を識別できる。臭素は質量数 79 と 81 の核種が天然に約 1:1 の割合で存在し
ており、これを含む分子は特徴的な同位体パターンを示す。例えば、5-ブロモニコチン酸の
N-ヒドロキシスクシンイミジルエステルを、タンパク質の N 末端アミノ基に作用させた後
に酵素消化して MS/MS 解析すると、N 末端ペプチドの場合のみ、スペクトル中に 2 マスユ














Fig. 26  Synthesis of N-(4-bromobenzoyl)aminoethanethiol (A) and derivatization of 




第 2 節 擬似ニュートラルロス抽出法の有用性の検証 
 
当研究室における先の検討から、N-(4-ブロモベンゾイル)アミノエタンチオールが合成ペ




体化スレオニンの擬似ニュートラルロス抽出 73, 74)を試みた。 
Fig. 27 には、本研究における擬似ニュートラルロス抽出法の概念図を示した。試料を
nanoLC/ESI-MS/MS 分析した後、得られた MS/MS スペクトルから誘導体化セリン、あるい 
 
 




を含むニュートラルロスである Δm（誘導体化セリン: 327.98、誘導体化スレオニン: 342.00）
あるいは 81Br を含むニュートラルロスである Δm + 2 の差を有するピークが検出されている
MS/MS スペクトルのみ抽出し、そのクロマトグラムを得る。誘導体化ペプチドの場合には、
79
Br を含むニュートラルロスと 81Br を含むニュートラルロスが同時に発生するため、両ク




 そこで、BSA のトリプシン消化物（1 pmol）に対して、誘導体化した合成リン酸化ペプ
チド FAGSSYApSFK（100 fmol）を添加したものをモデル試料として用い、Fig. 27 に示す擬
似ニュートラル抽出を試みた。モデル試料を nanoLC/ESI-MS/MS 分析した結果、Fig. 28（B）
に示したように、MS/MS クロマトグラムには多数のピークが確認された。しかしながら、
79
Br 標識セリンのニュートラルロスである 327.98、あるいは 81Br 標識セリンのニュートラ
ルロスである 329.98 を抽出後、両クロマトグラムに共存するピークのみを出力したところ、
Fig. 28（C）に示したように、2 本のピークに絞り込むことができた。抽出された保持時間
44.5 分の MS/MS スペクトルを Fig. 28（D）に示したが、b2～b7イオン、b3～b7の脱水イオ
ン並びに y2~y6 イオン、y8 イオンが確認された。このとき、y3～y6 イオン、y8 イオンは臭素
に特徴的なツインピークを示しており、誘導体化ペプチドのプロダクトイオンスペクトル
であることが容易に確認できた。また、y2 イオンが通常の同位体パターンを示し、y2 イオ
ン（m/z 294.202）と y3 イオン中の
79
Br 由来のピーク（m/z 622.187）との差が 327.98 である
こと、また y3 イオン中の
81
Br 由来のピーク（m/z 624.184）との y2 イオンとの質量差が 329.98
であることが判り、この 2 つの差を認識してピークが抽出されたものと考えられた。抽出









Fig. 28  Analytical results for a mixture of a derivatized synthetic phosphorylated 
peptide (FAGSSYApSFK) and excess BSA tryptic digests.  
 
TIC for MS (A), TIC for MS/MS (B), double neutral loss extraction chromatogram for 327.98 and 329.98 mass units (C) 
and product ion mass spectrum of [M + 2H]
2+














 リン酸化タンパク質のモデルとして β-カゼイン（リン酸化部位は、30、32、33、34 及び








ろ、Fig. 29（B）に示す MS/MS クロマトグラム上の多数のピークの中から数本のピークの
みに絞り込むことができた（Fig. 29（C））。Fig. 29（D）には、抽出された保持時間 57.5 分
の MS/MS スペクトルを示したが、臭素に特徴的なツインピークを含んでおり、これが誘導
体化ペプチド由来であると判断できた。シークエンスタグ法により、このペプチドは β-カ
ゼイン由来の PQpSEEQQQTEDEC*QDK（C*：カルバミドメチル化システイン）の 2 価イ
オンと同定され、b2 イオンが単一ピークで、b3 、b4 イオンがツインピークを示したことか
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ら、ペプチドの N 末端から 3 番目のセリン（Ser 50）が誘導体化されていることが判った。
以上の結果から、タンパク質混合物中においても、リン酸化部位を容易に解析できること
が実証された。Fig. 29（E）には、抽出された保持時間 59.7 分の MS/MS スペクトルを示し






Fig. 29  Analytical results for the tryptic digest of a mixture of 10 different derivatized 
proteins including β-casein. 
 
TIC for MS (A), TIC for MS/MS (B), double neutral loss extraction chromatogram for 327.98 and 329.98 mass units (C) 
and product ion mass spectrum of [M + 2H]
2+









































る反応条件を精査した。18O 一置換体が 18O 二置換体に変換する時のペプチド断片とトリプ
シンの複合体形成を抑制するため、反応液 pH や複合体形成の競合的阻害剤として用いた







た。はじめに、BSA の 18O 一置換標識／非標識試料の混合物を分析し、MS スペクトル上の


















































Bradford 法 75)による紫外吸光度測定には、日本モレキュラーデバイス株式会社（Tokyo, 
Japan）製の SPECTRA MAX 190 を用いた。水はオルガノ株式会社（Tokyo）製の PURELAB 
Ultra を用いて精製した。試料溶媒の減圧乾燥には、東京理科器械株式会社（Tokyo）製の
CENTRIFUGAL EVAPOLATOR CVE-3100 及び UNITRAP UT-2000 に、ULVAC 社（Methnen, 
MA, USA）製の GCD-051 を連結した装置を使用した。NanoLC/ESI-MS/MS には、エアテッ
ク株式会社（Tokyo）製の N2 Gas Generator、及び nanoLC
76, 77)及び ESI-LIT TOF 型質量分析
計 78, 79)から構成される株式会社日立ハイテクノロジーズ（Tokyo）製の NanoFrontier LD を
組み合わせたシステム、あるいは nanoLC として DIONEX 社製（Sunnyvale, CA, USA）の
UltiMate 3000 pump と flow manager、オートサンプラーとして AMR 株式会社（Tokyo）製の
HTC-PAL、株式会社カケンジェネティクス（Chiba, Japan）の N2 Generator、及び QqTOF 型
質量分析計であるアプライドバイオシステムズ社（Foster City, CA）製の QSTAR® XL を組
み合わせたシステムを用いた。スプレーニードルの作製には、Sutter Instrument 社（Novato, CA, 
USA）製のマイクロピペットプラーシステム  モデル P-2000 を使用し、Brechbuhler 社
（Houston, TX, USA）製の Pressure cell を用いてスプレーニードル内に充填剤（TSK gel 
SuperODS, 2 m, 110Å, 50 m i.d. × 50 mm, tip i.d. 3 m, 東ソー株式会社, Tokyo）をスラリー
充填したカラムを用いた。トラップカラムとして株式会社日立ハイテクノロジ－ズ製の
Monolith Trap C18-50-150（50 m i.d. ×150 mm）を用いた。データベース検索には Matrix 
Science 社（Boston, MA）製の MASCOT® Server（ver. 2.2.4）、MASCOT® Distiller（ver. 2.3.1）






フューズドシリカキャピラリー（50 m i.d., 375 μm o.d.）は株式会社ジーエルサイエンス
（Tokyo）より購入した。BSA、IgG、オブアルブミン、β-カゼイン、カタラーゼ、α-キモト
リプシノーゲン A、トランスフェリン、ミオグロビン、リゾチーム、炭酸脱水酵素は、
Sigma-Aldrich 社（St. Louis, MO, USA）より購入し、ヒト血液は東北大学大学院医学系研究
科倫理委員会で承認されたプロトコールに基づき、同意取得後、健常成人男性 2 名より採




グアニジン及びトリプシン（シークエンスグレード）は Promega 社（Madison, WI, USA）よ
り、またジチオスレイトール（DTT）、ヨードアセトアミド（IAA）、トリス（ヒドロキシメ
チル）アミノメタン、重炭酸アンモニウム、ジメチルスルホキシド（DMSO）は、ナカライ
テスク株式会社（Kyoto, Japan）より購入した。Albumin and IgG Removal Kit、及び Mini Dialysis 







第 1 章第 2 節 付属実験 
 
スプレーニードル一体型カラムの作製 
 フューズドシリカキャピラリ （ー30 cm）の中央部のポリイミド被膜を 1 cm 程度炭化して
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除去した後、マイクロピペットプラーシステム モデル P-2000 にセットし、被膜を除去した
部位にレーザー照射してキャピラリーを切断した。A タイプの場合は HEAT 370、FIL 0、VEL 
15、DEL 128、PULL 0 で、B タイプの場合は HEAT 400、FIL 0、VEL 8、DEL 128、PULL 0
に設定し、C タイプの場合は HEAT 900、FIL 0、VEL 3、DEL 128、PULL 0 に設定してキャ
ピラリーを切断した。ついで、メタノール 1 mL に TSKgel SuperODS 200 mg を懸濁したス
ラリー溶液を Pressure cell にセットした後、窒素ガスを用いてセル内に 7 MPa の圧力を印加
し、充塡剤をスプレーニードル内に導入した。充塡後のニードル内にメタノールを通導し
て 20 MPa の圧力を 1 時間印加した後、50 mm の長さに切断して分析に使用した。 
 
BSA のトリプシン消化物の調製 
 BSA 20 nmol を 0.03 M EDTA 及び 7.3 M 塩酸グアニジンを含む pH 8.3 の 1.65 M トリス-
塩酸緩衝液（RCM バッファー）1 mL に溶解し、5.55 mg の DTT を添加した後、窒素ガス
雰囲気下、37℃で 2 時間インキュベートした。ついで、16.65 mg の IAA を添加し、暗所に
て 37℃で 1 時間インキュベートした。これを水に透析（透析膜 UC-8-32-25 を使用）した後、
Bradford 法によるタンパク定量を行い、回収した溶液の BSA 濃度を確認した。BSA 1 nmol
を含む溶液を減圧乾燥した後、50 mM 重炭酸アンモニウム水溶液 100 L に再溶解し、トリ
プシン 20 pmol を添加してから 37℃で 24 時間インキュベートした。反応液を減圧乾燥後、
0.1%ギ酸に再溶解して試料溶液とした。 
 
BSA のトリプシン消化物の nanoLC-ESI/MS 
 0.1%ギ酸水溶液 0.2 L に溶解した BSA のトリプシン消化物 10 fmol をサンプルループに
注入した。移動相に（A）ギ酸／メタノール／水（0.1:2:98, v/v/v）及び（B）（0.1:98:2, v/v/v）
を使用し、流速 100 nL/min で移動相（A）100%のまま 15 分間送液し、分析カラムの入口付




質量分析計の条件として、spray potential、Ex potential、AP2 potential はそれぞれ 1500 V、90 
V、35 V とした。また、Ex 電極及び AP2 電極の温度は 140℃、カーテンガス（窒素ガス）
流量は 0.6 L/min、accumulation time は 20 msec、micro sequence は 51 回に設定し、m/z 400 か
ら m/z 2000 の範囲でスキャンした。 
 




（B）（0.1:98:2, v/v/v）を調製した。メタノール系の移動相では（B）濃度を 0%から 75%の
変化を 45 分間で、アセトニトリル系の移動相では（B）濃度 0%から 35%までの変化を 45
分間で行い、BSA のトリプシン消化物を nanoLC-ESI/MS 分析に付した。また、スプレーニ
ードル先端からイオン導入孔までの距離を、メタノール系の場合には 2.0～5.0 mm、アセト






プレーニードル先端からイオン導入孔までの距離を 2.5 mm に固定して、BSA のトリプシン
消化物を nanoLC-ESI/MS 分析に付した。 
 





健常成人男性から採取した血液 10 mLを室温で 3時間静置後、3000 × gで 20分間遠心し、
血清を得た。血清 10 L を抗 HSA 抗体及び抗 IgG 抗体固定化ビーズを含む溶液 500 L
（Albumin and IgG Removal Kit を使用）に添加し、室温で 1 時間攪拌した。反応液を回収し、
ビーズをリン酸緩衝化食塩水 500 L で 2 回洗浄した後、反応液と洗浄液を合わせて減圧乾
燥した。ついで、先に示した方法（BSA のトリプシン消化物の調製）と同様に、RCM バッ
ファーに再溶解し、DTT 及び IAA による還元アルキル化反応を行った。これを水に透析
（Mini Dialysis Kit を使用）し、Bradford 法によるタンパク定量により回収液のタンパク濃
度を確認した。次に、血清タンパク質 50 g（平均分子量 50,000 と仮定して 1 nmol 相当）
を含む溶液を減圧乾燥し、トリプシン 20 pmol を添加した 50 mM 重炭酸アンモニウム水溶





を調製し、0.1%ギ酸 1 L に溶解したヒト血清タンパク質のトリプシン消化物 1 pmol をシス
テムに注入した。（A）液を流速 10 Lで 10 分間送液してペプチド断片混合物を Monolith Trap 
C18-50-150（50 m i.d.×150 mm）上で脱塩・濃縮した。ついで、バルブを切り換えて試料を
分析カラムに通導し、流速 100 nL /min にて移動相中のメタノール濃度勾配を 0.6%/min（（B）
濃度 0%→75%／120 分）、0.8%/min（（B）濃度 0%→75%／90 分）、1.2%/min（（B）濃度 0%→75%
／60 分）あるいは 1.6%/min（（B）濃度 0%→75%／45 分）とするリニアグラジエント溶出
を行った。質量分析計には NanoFrontier LD を使用し、spray potential、Ex potential 及び AP2 
potential をそれぞれ 1500 V、90 V 及び 35 V に設定し、Ex 電極及び AP2 電極の温度を 140℃
に、カーテンガス（窒素ガス）及び CID ガス（ヘリウムガス）流量をそれぞれ 0.6 L/min 及
び 0.5 mL/min に設定した。また、accumulation time、isolation time 及び CID time をそれぞれ
20 msec、10 msec 及び 10 msec とし、micro sequence は 51 回、isolation width は 6 amu、CID cut 
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off level は 1 に設定して、m/z 100 から m/z 2000 まで MS 及び MS/MS スキャンを行った。デ
ータ依存的スキャンを実行するため、NanoFrontier LD 独自に搭載された information-based 
acquisition モード（MS 2 threshold, 40 カウント、priority charge, 2, 3, 4、analysis time, 1 分、
repeat times, 1 回、integrated intensity, 10000 カウント、exclusion time, 5 min）を使用し、
accumulation FNF gain、isolation FNF gain 及び CID FNF gain はプリカーサーイオンの m/z に
応じて以下の式に従い自動的に設定した（[Accumulation FNF Gain (mV)] = [isolation 2 FNF 
gain (mV)] = 31.0 × (m/z) + 4774, [isolation 1 FNF gain (mV)] = 30.2 × (m/z) + 6474, [CID FNF 






 Server と MASCOT® Deamon を組み合わせて使用し、ペプチドマスフィンガー
プリンティング法及びペプチドシークエンスタグ法に基づく MS/MS Ion Search にてスペク
トルを処理することでタンパク質を同定した。データベースは swiss prot、生物種は Homo 
Sapiences（human）、消化酵素は Trypsin、切断ミス許容数は 2 に設定した。翻訳後修飾はシ
ステインのカルバミドメチル化とし、メチオニンの酸化及び N 末端グルタミンのピログル
タミン化を有とした。ペプチドイオン及びフラグメントイオンはいずれもモノアイソトピ




プシン消化物 1 pmol を nanoLC/ESI-MS/MS にて分析した。ただし、グラジエント勾配は
0.8%/min（（B）濃度0%→75%／90分）に固定した。アイソレーション時間の検討では、isolation 
time を 0.6、1.3、2.5、5.0 あるいは 10 msec とし、CID 時間及び CID 用の高周波電圧の検討
では、isolation time を 5.0 msec に固定して、CID time を 2.5、5.0 あるいは 10 msec、CID FNF 
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Gain を（0.665 × (m/z) + 37）、（0.665 × (m/z) + 87）、（0.665 × (m/z) + 137）、（0.665 × (m/z) + 187）
あるいは（0.665 × (m/z) + 237）mV とした。一方、イオン蓄積時間の検討では、isolation time
を 5.0 msec、CID time を 5.0 msec、CID FNF Gain を（0.665 × (m/z) + 87）mV に固定し、
accumulation time を 0.625、1.25、2.5、5.0、10 あるいは 20 msec とした。積算回数の検討の
場合には、isolation time を 5.0 msec、CID time を 5.0 msec、CID FNF Gain を（0.665 × (m/z) + 
87）mV、accumulation time を 20 msec に固定し、micro sequence を 21、31、41 あるいは 51
回とした。 
 
第 2 章第 2 節 付属実験 
 
BSA の 18O 標識トリプシン消化物の調製 
反応液 pH の検討では、先に示した方法（BSA のトリプシン消化物の調製）で還元アルキ
ル化した BSA 1 nmol を 18O 標識水で調製したリン酸緩衝液（pH 5、6、7、8、9、10、11 あ
るいは 12）100 L に再溶解し、トリプシン 20 pmol を添加した後、37℃で 24 時間インキュ
ベートした。ついで、70℃で 1 時間インキュベートして反応を停止させた後、減圧乾燥し、
0.1%ギ酸に再溶解したものを試料とした。MEA 添加量の検討の場合には、反応液として終
濃度で 0、0.05、0.5、5、50 あるいは 500 mM の MEA を含む pH 11 のリン酸緩衝液（pH は
MEA 添加後に調整）を使用し、同様に反応させた。また、反応時間の検討では、反応液の
pH を 11、MEA 濃度を 50 mM に固定し、インキュベート時間を 3、6、9、12、24、48 ある
いは 72 時間とした。 
 
BSA の 18O 標識トリプシン消化物の nanoLC/ESI-MS 
移動相として（A）酢酸／メタノール／水（0.05:2:98, v/v/v）及び（B）（0.05:98:2, v/v/v）
を使用した。0.1%ギ酸 1 L に溶解した BSA の 18O 標識トリプシン消化物 10 fmol をシステ










第 2 章第 3 節 付属実験 
 
BSA の 18O 一置換標識／非標識混合試料の nanoLC/ESI-MS/MS 
還元アルキル化した BSA を非標識水あるいは 18O 標識水で調製した 50 mM MEA を含む
50 mM リン酸緩衝液（pH 11）中で 48 時間反応させ、BSA の 18O 一置換標識あるいは非標
識試料を調製した。両試料を任意の比率（[18O 一置換標識]：[非標識] =10：1、5：1、3：1、
1：1、1：3、1：5 あるいは 1：10）で混合した試料 100 fmol を、先に述べた nanoLC 条件（BSA
の 18O 標識トリプシン消化物の nanoLC/ESI-MS）に従ってリニアグラジエント分析した。質
量分析条件は、先に述べた方法（グラジエント勾配の検討）と同様とした。ただし、isolation 
time 及び CID time はいずれも 5 msec、isolation width は 7 amu、CID FNF Gain は（0.665 × (m/z) 
+ 87）mV に設定し、5 種の標識／非標識ペプチドイオンのプリカーサーイオンはそれぞれ
LVNELTEFAK: aa 66-75（[M + 2H]2+）は, m/z 582.32 と 583.32、HLVDEPQNLIK: aa 402-412
（[M + 3H]3+）は m/z 435.91 と 436.91、YLYEIAR: aa 161-167（[M + 2H]2+）は m/z 464.25 と
465.25、RHPEYAVSVLLR: aa 360-371（[M + 3H]3+）は m/z 480.61 と 481.61、LGEYGFQNALIVR: 
aa 421-433（[M + 3H]3+）は m/z 493.94 と 494.94 に設定した。 
 
擬似バイオマーカーを含むヒト血清プロテオーム試料の調製 
健常人男性 A、B から各々採取した血液 10 mL を先に述べた方法（ヒト血清タンパク質
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のトリプシン消化物の調製）に従って処理し、ヒト血清 A、B を得た。両血清 10 L に対し、
IS として鶏由来のオブアルブミンを 200 pmol ずつ添加した。次いで、血清 A に対しては、
擬似バイオマーカーとしてリゾチーム 100 pmol を添加し、血清 B にはリゾチーム 1 nmol
を添加した。両血清試料を先の方法（ヒト血清タンパク質のトリプシン消化物の調製）と
同様に HSA 及び IgG の除去、還元アルキル化処理を行った後、透析し、減圧乾燥した。 
 
18
O 一置換標識法と nanoLC/ESI-MS/MS によるヒト血清試料のプロテオーム変動解析 
ヒト血清 A のタンパク質混合物 1 nmol を、18O 非標識水で調製した 50 mM MEA を含む
50 mM リン酸緩衝液（pH 11）100 L に再溶解し、トリプシン 20 pmol を添加した後、37℃
で 9 時間インキュベートした。続いて、70℃で 1 時間インキュベートして反応を停止させ
た。また、ヒト血清 B のタンパク質混合物は、反応液の調製に 18O 標識水を用い、同様に
処理した。各々の試料を減圧乾燥した後、0.1%ギ酸に再溶解し、両試料を混合した。つい
で、0.1%ギ酸 1 L に溶解したヒト血清 A／B 混合物 3 pmol を nanoLC/ESI-MS/MS にて分析
した。NanoLC の測定条件は、移動相のグラジエント勾配を 0.8%/min（（B）濃度 0%→75%
／90 分）とし、その他は先に述べた方法（グラジエント勾配の検討）に従った。質量分析
計には QSTAR® XL を使用し、ion spray voltage、declustering potential、focusing potential、及
び declustering potential 2 はそれぞれ 2000 V、60 V、265 V、及び 15 V とし、curtain gas 及び
collision gas（いずれも窒素ガス）は 25 及び 7 unit、quad resolution は low、 accumulation time
は 1 sec に設定して、MS は m/z 400 から m/z 2000 まで、MS/MS は m/z 100 から m/z 2000 ま
でスキャンした。データ依存的スキャンを実行するため、QSTAR® XL に搭載された
information dependent acquisition モード（MS/MS threshold, 20 カウント、charge state, 2, 3, 4、
exclude time, 60 sec）を使用し、collision energy（CE）はプリカーサーイオンの価数及び m/z
に応じて以下の式に従い自動的に変化させた（[2価イオンのCE (mV)] = 62.5 × (m/z) - 7000、






®法と nanoLC/ESI-MS/MS によるヒト血清試料のプロテオーム変動解析 
擬似バイオマーカーを含むヒト血清Aのタンパク質混合物 1 nmolを 50 mMリン酸緩衝液
（pH 9）100 L に再溶解し、トリプシン 20 pmol を添加後、37℃で 16 時間インキュベート
した。減圧乾燥後、iTRAQ®試薬 A （MS/MS で m/z 114 のレポーターイオンを生成）を含む
70%メタノール 100 L に再溶解し、25℃で 1 時間インキュベートした。また、ヒト血清 B
のタンパク質混合物は、iTRAQ®試薬 B（MS/MS で m/z 117 のレポーターイオンを生成）を
用いてヒト血清 A の場合と同様に処理した。続いて、先に述べた方法（18O 一置換標識法と
nanoLC/ESI-MS/MS によるヒト血清試料のプロテオーム変動解析）と同様に、減圧乾燥後、
0.1%ギ酸に再溶解してから、両試料を混合し、nanoLC/ESI-MS/MS にて分析した。ただし、
quad resolution は unit に設定し、CE は以下の式に従った（[2 価イオンの CE (mV)] = 62.5 × 
(m/z) + 1000、[3 価イオンの CE (mV)] = 62.5 × (m/z) - 1000、[4 価イオンの CE (mV)] = 62.5 × 
(m/z) - 2000）。 
 
血清タンパク質の変動解析 
取得した全スペクトルデータを MASCOT® Distiller で処理した後、MASCOT® Server 及び
MASCOT
®
 Deamon を用いる MS/MS Ion Search に付した。タンパク質の同定は、先に述べ
た検索条件（データベース検索（血清タンパク質の同定））を用いて行った。また、18O 一
置換標識法を利用した場合には、同定された各ペプチドの MS/MS スペクトル中に検出され









合成リン酸化ペプチド（FAGSSYApSFK）1 nmol を水 20 L に溶解し、DMSO 10 L に溶
解した N-(4-ブロモベンゾイル)アミノエタンチオールおよび飽和水酸化バリウム水溶液 20 
L を混合した。これを 20℃にて 2 時間インキュベートした後、10% TFA 5 L 添加して反応
を停止した。 
 
第 3 章第 3 節 付属実験 
 
タンパク質混合物の還元アルキル化 
 10 種類のタンパク質各 10 nmol（BSA: 0.66 mg、IgG: 1.5 mg、α-キモトリプシノーゲン A:  
0.25 mg、β-カゼイン: 0.23 mg、カタラーゼ: 0.56 mg、トランスフェリン: 0.75 mg、プラスミ
ン: 0.9 mg、ミオグロビン: 0.18 mg、リゾチーム: 0.14 mg、炭酸脱水酵素: 0.25 mg）を 0.03 M 
EDTA および 7.3 M 塩酸グアニジンを含む 1.65 M トリス-塩酸緩衝液（pH 8.6）5 mL に溶解
し、10 mg/mL DTT 水溶液 76 L を加え、窒素ガス雰囲気下、50℃で 3 時間インキュベート
してジスルフィド結合を還元的に切断した。そのまま反応液にヨードアセトアミドの 20 




1 nmol のタンパク質を水 200 L に溶解し、DMSO 100 L に溶解した N-(4-ブロモベンゾ
イル)アミノエタンチオール及び飽和水酸化バリウム水溶液 200 L を混合した。これを 20℃
にて 2 時間インキュベートした後、10% TFA を 50 L 添加して反応を停止した。 
 
活性化チオールゲルを用いる誘導体化試薬の除去 
 Thiopropyl sepharose 6B 187mg を 1 mL の水で膨潤した後、1000 × g、4℃にて遠心し、ゲ
 70 
 
ルを沈殿させ、上清を除去した。この操作を 3 回繰り返した後、ゲルを Micro Bio-Spin 
Chromatography Columns に移し、ここに、1 mM EDTA を含む 50 mM トリス-塩酸緩衝液（pH 
8.0）を 5 mL を添加してゲルを平衡化した。1 mM EDTA を含む 50 mM トリス-塩酸緩衝液
（pH 8.0）を用いて 3 倍に希釈した反応液を通導し、さらに上記の緩衝液 2 mL を加え、ア
プライし、落下液をチューブに回収した。エタノール／水（3:7、v/v）、およびエタノール
／50 mM 重炭酸アンモニウム（1:9、v/v）に順次透析した。 
 
タンパク質混合物のトリプシン消化 
 誘導体化したタンパク質混合物溶液に、10 L の 50 mM 重炭酸アンモニウムに溶解した
20 pmol のトリプシンを添加して、37℃にて 24 時間インキュベートした。10% TFA を 10 L
を添加して反応を停止し、溶媒を留去後、酢酸／メタノール／水（0.1:2:98, v/v/v）に再溶解
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